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Riassunto
Analisi comparativa delle fotorisposte in differenti ceppi di Halobacterium
salinarum.
H. salinarum è un archeonte della lunghezza di 2-3 m che vive in ambienti ad
elevata salinità, come quello che si ritrova nelle pozze saline; in laboratorio,
l’archebatterio cresce in maniera ottimale su terreni contenenti NaCl 4 M. Ha forma
bastoncellare, ed è caratterizzato dalla presenza di uno o due fasci di flagelli posti
all’estremità della cellula. Si muove in maniera casuale disegnando delle traiettorie
abbastanza rettilinee, e spontaneamente va incontro a reversal (cioè brusche inversioni
di direzione, che avvengono a seconda dei ceppi con frequenze variabili fra 1/30 e 1/10
di Hz) che gli permettono di spaziare ampiamente nell’ambiente circostante. Presenta a
livello di membrana quattro pigmenti di tipo rodopsinico: l’alorodopsina (HR) e la
batteriorodopsina (BR) aventi un ruolo prevalentemente metabolico, essendo delle
pompe ioniche rispettivamente di ioni Cle H; le rodopsine sensoriali di tipo I e II (SR-
I; SR-II), che, insieme ai trasduttori HtrI e HtrII, sono implicate nella ricezione e
trasduzione ai flagelli del segnale luminoso.
Infatti, H. salinarum mostra risposte fotofobiche a diversi tipi di stimoli luminosi.
Gli studi sin qui effettuati dicono che l’accensione di una luce arancione provoca una
depressione della frequenza dei reversal rispetto al livello spontaneo, mentre il suo
spegnimento induce un brusco aumento di questa frequenza (reversal). Al contrario,
l’accensione di una luce blu-violetta su un livello di rosso-arancio provoca reversal, e il
suo spegnimento ne deprime la frequenza. Una fotorisposta simile a quella ottenuta con
luce blu si ottiene con l’accensione di una luce verde, ma in questo caso non si richiede
illuminazione di fondo ad altre lunghezze d’onda.
I tre tipi di risposte non sono sempre osservabili a qualunque età della coltura
batterica, ma mostrano variazioni con tale parametro. Noi abbiamo effettuato misure
nelle diverse fasi delle colture sul mutante di Halobacterium salinarum privo di BR e
HR, denominato Flx15, e su un ceppo originario dello stesso batterio, detto NRC1.
Utilizzando filtri interferenziali a banda larga (FWHM = 50 nm) centrati a 400, 500,
600 e 650 nm abbiamo misurato le fotorisposte indotte da pulsi di luce di un secondo
con e senza livello di sottofondo e costruito delle curve dose-effetto. I risultati sin qui
Vottenuti suggeriscono che la fotorisposta dei due diversi ceppi batterici è comparabile.
Inoltre, nelle condizioni sperimentali attuali la risposta a 500 nm dovuta a SRII si
mantiene lungo le varie fasi di coltura delle cellule. E’ presente una risposta a 400 nm
anche in assenza di luce rosso-arancio di background e le curve dose-effetto ottenute
alla luce blu con e senza background non mostrano sostanziali differenze tra loro.
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Summary
Comparative analysis of the photoresponses in different strains of
Halobacterium salinarum.
H. salinarum is a 2-3m-long Archaeon dwelling in high salinity environments, as
for example salt ponds; in the laboratory, this organism is optimally grown in media
containing 4 M NaCl. Its rod-shaped cell is endowed with one or two flagellar bundles
located at the cell poles. By rotating its flagella, H. salinarum swims randomly by
almost linear trajectories, whose direction it changes by spontaneously performing
reversals (i.e., abrupt motion inversions, which in different strains occur at frequencies
varying from 1/30 to 1/10 Hz); this motion behaviour allows a wide recognition of the
surroundings. This Archaeon displays four rhodopsin-like pigment in its inner
membrane: halorhodopsin (HR) and bacteriorhodopsin (BR) acting as light-driven ion
pumps, respectively for Cland H; sensory rhodopsin I and II (SR-I; SR-II), which are
coupled to their cognate transducers HtrI and HtrII, and are involved in the reception
and transduction of light stimuli to the flagellar motors.
Indeed, H. salinarum displays photophobic responses to various types of light
stimuli. A number of previous studies have shown that switching on an orange light
results in a depression of reversal frequency below the spontaneous value, wherea
switching off the orange light induces a sudden increase in the reversal frequency. On
the contrary, switching on a blue-violet light against a constant red-orange background
causes a reversal frequency increase, which is depressed by switching off the same
light. A similar photoresponse is obtained with green light, but in this case a
background illumination at a different visible wavelength is not required to observe the
response.
The three types of responses are not always elicitable at any growth stage, showing
quantitative changes as a function of culture age. We have measured the photoresponses
at different growth phases in the cultures of the H. salinarum mutant strain devoid of
BR and HR (strain Flx15) and on a wild-type strain (NRC1). By using broad-band
interferential filters (FWHM = 50 nm) centered at 400, 500, 600 and 650 nm, we
measured the photoresponse induced by 1-s light pulses in the presence and in the
absence of visible light background and constructed dose-effect curves. The results
otained to date suggest that the photoresponses in the two different halobacterial strains
VII
are comparable. However, under our current experimental conditions, the response at
500 nm mediated by SRII is maintained over the various phases of the cell growth
curve. The response at 400 nm also occurs in the absence of a red-orange background
and the dose-effect curves to blue-light stimuli both in the presence and in the absence
of background light do not show appreaciable differences.
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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI UTILIZZATE
BR= Batteriorodopsina
CheA= Istidina cinasi implicata nella trasduzione del segnale luminoso nei batteri.
CheB= Metilesterasi coinvolta nella trasduzione del senale luminoso
CheY= Proteina fosforilabile da parte di CheA
CheR= Metiltransferasi implicata nella trasduzione del segnale luminoso
CheW= Proteina di accoppiamento per CheA
HR= Alorodopsina
HtrI= Trasduttore batterico I
HtrII= Trasduttore batterico II
MD1 e MD2= Domini metilabili dei trasduttori
Modello HJS= Modello a 7 stati di Hoff et al. (1997)
SD= Dominio segnale dei trasduttori HtrI e HtrII
SR-I= Rodopsina sensoriale I (sensory rhodopsin I)
SR-II= Rodopsina sensoriale II (sensory rhodopsin II)
SR587= Stato fondamentale di SR-I
SR373= Intermedio formato da SR587 mediante stimolazione con luce arancione
SRb510= Intermedio formato da SR373 mediante stimolazione con luce UV-blu
TD= Dominio di trasduzione citoplasmatico dei trasduttori HtrI e HtrII
TH= Forma altamente metilata del trasduttore HtrI
TL= Forma poco metilata del trasduttore HtrI
TM= Forma mediamente metilata del trasduttore HtrI
TM1 e TM2= Domini transmembrana dei trasduttori
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11. INTRODUZIONE
1.1. Cenni preliminari.
Halobacterium salinarum è un archeobatterio alofilo di 2-3 µm di lunghezza, che ha
come habitat naturale le saline marine, ed è quindi classificabile come batterio
estremofilo. Gli alobatteri, e tra questi H. salinarum, sono aerobi facoltativi, hanno
forma bastoncellare e sono lofotrichi, cioè dotati di un ciuffo flagellare composto da un
numero variabile di filamenti (5-10) che ruotano in maniera sincronizzata in senso
orario (cw) o antiorario (ccw). La rotazione dei flagelli determina un’aggregazione in un
unico fascio flagellare ordinato che permette alla cellula batterica di spostarsi lungo una
determinata direzione; in particolare la rotazione oraria (cw) dei flagelli spinge la cellula
in avanti mentre la rotazione antioraria (ccw) tira la cellula indietro (Fig 1.1).
A B
Figura 1.1. A) Fotografia di Halobacterium salinarum. B) Disegno schematico del
meccanismo di nuoto degli archeobatteri.
Al momento del cambiamento di rotazione si ha una disaggregazione momentanea del
fascio flagellare (reazione di stop) e una successiva e immediata riaggregazione che
permette al batterio di continuare a nuotare ma in verso opposto al precedente. E’ detto
2reversal l’insieme della reazione di stop e dell’inversione della rotazione flagellare a
seguito della quale il batterio cambia il verso del suo moto. Nelle cellule non stimolate
la frequenza dei reversal è di 0,02-0,2 Hz. Dopo un reversal il batterio ha un periodo
detto refrattario di circa 0,5 s in cui non risponde ad alcun tipo di stimolo.
Halobacterium salinarum a livello della membrana possiede una famiglia di quattro
cromoproteine fotochimicamente reattive, con un retinale come cromoforo e una
struttura terziaria a sette eliche transmembrana molto simile a quella delle rodopsine
degli animali superiori. I membri appartenenti a questa famiglia hanno tre diverse
funzioni guidate dalla luce: estrusione protonica dovuta alla batteriorodopsina, BR,
captazione del cloro riconducibile all’alorodopsina, HR, e ricezione sensoriale di cui
sono responsabili le rodopsine sensorie SR-I e SR-II. Queste ultime, in associazione con
le rispettive proteine trasduttrici, HtrI e HtrII, convertono il segnale luminoso
nell’informazione biochimica che indurrà l’inversione del movimento.
La batteriorodopsina, BR, è tra i quattro pigmenti quello più conosciuto da un punto di
vista chimico-fisico. Essa è organizzata in una struttura a reticolo bidimensionale a
simmetria esagonale, la purple membrane, facilmente separabile dal resto della
membrana batterica. BR mantiene la sua funzione di pompa ionica anche dopo
estrazione dalla purple membrane, benchè in questo caso la sua funzione sia ottimale se
rimane legata ad almeno una molecola lipidica costitutiva di questa particolare
membrana. Non è ancora stata dimostrata l’esistenza di strutture bidimensionali simili
per gli altri tipi di rodopsine archeali, anche se misure di diffusione rotazionale
effettuate su HR e SR-I hanno suggerito una disposizione in piccoli aggregati piuttosto
che in monomeri (Bogomolni and Spudich, 1991).
L’alorodopsina, HR, permette il passaggio di Cl– dall’esterno della cellula all’interno e
il suo funzionamento è regolato dalla concentrazione di questi ioni e da altri anioni.
3Essa è caratterizzata dalla presenza di tre siti che legano anioni: il Sito I e il Sito III, che
non sono specifici, e il Sito II, più specifico per Cl– che per anioni poliatomici.
Come già accennato, H. salinarum cresce in maniera ottimale in ambiente aerobio, ma è
in grado di vivere a basse concentrazioni di ossigeno grazie alla presenza di BR. Infatti,
come nella catena respiratoria, BR pompa protoni fuori dalla cellula contribuendo al
mantenimento del gradiente protonico necessario per la sintesi di ATP, per il trasporto
attivo e per la motilità. Una diminuzione della tensione di ossigeno inibisce la sintesi di
SR-II, mentre induce quella di BR e HR, rendendo la luce arancione assorbita da queste
pompe la fonte primaria di energia. SR-II è responsabile delle risposte fotofobiche
causate dalla luce verde (intorno ai 490 nm), SR-I è responsabile delle risposte alla luce
arancione e alla luce UV-blu. In particolare l’accensione di una luce arancione (intorno
ai 600 nm) provoca una diminuzione della frequenza dei reversal spontanei e a tal
proposito, mutuando una definizione propria della chemiotassi, la luce arancione viene
definita “attraente”. Il suo spegnimento induce un innalzamento della frequenza delle
inversioni. L’accensione di una luce UV-blu (intorno ai 400 nm) determina un
innalzamento della frequenza dei reversal batterici e perciò questa luce è detta
“repellente”.
Delle rodopsine archeali sono da tempo conosciute sia le sequenze amminoacidiche che
le sequenze geniche (Zhang et al.,1996; Blank et al., 1989; Blank et al., 1987; Khorana,
1988). Recentemente è stato, invece, sequenziato tutto il genoma di H. salinarum (Ng et
al., 2000).
1.2. Caratteristiche strutturali e funzionali delle varie rodopsine.
Le rodopsine archeali sono costituite da un singolo polipeptide organizzato in sette α-
eliche transmembrana (A-B-C-D-E-F-G). La loro struttura terziaria risolta con
4cristallografia a raggi X è disposta in modo tale da formare una tasca al cui interno si
trova il cromoforo, il retinale tutto-trans (Fig. 1.2 a sinistra). Il numero di amminoacidi
che costituisce il polipeptide è simile nelle diverse rodopsine archeali, mentre il loro
grado di omologia non è elevato. Ad esempio, in H. salinarum, il livello di omologia di
HR e SR-I con BR è rispettivamenete del 32% e 26%. L’unica porzione di sequenza
primaria altamente conservata, anche in rodopsine di differenti specie, è quella che
costitutisce il “retinal binding pocket” (Fig. 1.2 a destra).(Blank and Oesterhelt, 1987;
Lanyi et al., 1990).
Le differenze più significative che sono state riscontrate nella sequenza aminoacidica tra
BR e HR sono principalmente dovute al maggior numero di residui di arginina presenti
in HR, la maggior parte dei quali sono concentrati sulla superficie della proteina
(Bogomolni and Spudich, 1991).
In queste cromoproteine la base di Schiff, formata dal cromoforo legato alla catena
laterale di una lisina, si trova a circa metà della membrana cellulare. Inoltre, il retinale
ha interazioni non covalenti con i residui amminoacidici che formano il “retinal binding
pocket”. In BR la catena dienica del retinale è inclinata di circa 20° rispetto alla
superficie esterna della membrana, mentre l’anello si trova circa 10 Ǻ al di sotto della 
superficie di membrana (Leder et al., 1989).
5Figura 1.2. A sinistra: rappresentazione delle sette eliche transmembrana di SR-I, con
il retinale tutto-trans al centro. La membrana interna del batterio giace sul piano del
disegno. Ripresa da Blank et al. (1989).
A destra: allineamento di sequenze amminoacidiche di cinque rodopsine batteriche
note. I residui che formano il "retinal binding pocket" in BR sono quelli evidenziati in
azzurro. (da Spudich et al. 1997).
Le rodopsine sensorie, SR-I e SR-II, formano complessi con stechiometria 2:2 con delle
proteine trasduttrici denominate rispettivamente HtrI e HtrII (Chen and Spudich, 2002).
La funzione sensoria di SR-I e SR-II è strettamente correlata alla presenza di queste due
proteine, che fungono da trasduttori chimici per il segnale che va al motore flagellare.
SR-I priva del suo trasduttore HtrI, diventa una pompa protonica e perde la sua capacità
di modulare la frequenza dei reversal. Sia HtrI che HtrII sono state purificate e le loro
sequenze sono state utilizzate per l’identificazione dei geni relativi. Per Htr-I si è visto
6che il gene che la codifica (htrI) appartiene ad un operone che contiene anche il gene
sopI che codifica SR-I (Ferrando-May et al., 1993). Quindi entrambi i geni sono sotto il
controllo di un unico promotore.
La struttura e le proprietà fisico-chimiche di queste proteine trasduttrici sono state
studiate dettagliatamente, in ragione della rilevanza del loro ruolo all’interno della
funzione sensoria di SR-I e SR-II.
Sia HtrII che HtrI sono formate da due eliche transmembrana denominate TM1 e TM2,
e da una regione citoplasmatica. Quest’ultima regione è suddivisa in un dominio di
trasduzione (TD), che si lega alla rodopsina sensoria, da due domini metilabili,
altamente conservati, contenenti glutammato (MD1 e MD2) che a loro volta
fiancheggiano un dominio segnale (SD) che prende contatto con un’istidina cinasi (Che-
A). SD è una regione fortemente conservata nei vari ceppi di H. salinarum, è costituita
da circa 60 aa e controlla la trasduzione del segnale al motore flagellare (Yao and
Spudich, 1992). Anche TD, costituita da circa 40 amminoacidi, è risultata essere una
regione molto importante in quanto la sua delezione porta ad un’inibizione della
chemiotassi, ed inoltre sette residui amminoacidici dei 40 che la compongono,
influenzano il tempo di vita di un intermedio del fotociclo di SR-I.
1.3. Reazioni fotochimiche e intermedi molecolari nelle rodopsine archeali
In tutte le quattro rodopsine batteriche il carbonio aldeidico del retinale è legato al
gruppo-amminico di una lisina dell’elica G e forma con questo amminoacido una base
di Schiff.
L’estrazione e la purificazione del retinale ha permesso di determinare le conformazioni
del cromoforo nello stato fondamentale e in quello adattato alla luce (Fig. 1.3).
7Figura 1.3. Rappresentazione schematica dell’isomerizzazione del retinale (da Stryer
modificato).
Nel suo stato fondamentale il retinale legato all’opsina archeale ha conformazione tutto-
trans; l’assorbimento di un fotone lo isomerizza in retinale 13-cis che decade
termicamente nello stato fondamentale. Durante la fase di decadimento termico,
l’opsina a cui è legato il retinale espleta le sue funzioni di pompa ionica per quanto
riguarda BR e HR, di trasduzione sensoriale del segnale luminoso relativamente a SR-I
e SR-II (Fig. 1.3).
L’assorbimento della base di Schiff non protonata, in un modello semplice di
retinilidene formato tra retinale e un’ammina primaria, è in prossimità di 380 nm, ma la
protonazione dell’azoto conseguente all’assorbimento della luce sposta il massimo
dell’assorbimento intorno ai 445 nm. Nella cromoproteina, le interazioni non covalenti
degli amminoacidi del “retinal binding pocket” con il cromoforo causano ulteriori
spostamenti dell’assorbimento della luce verso lunghezze d’onda maggiori. Questo si
verifica per tutte le rodopsine conosciute (anche eucariotiche) e prende il nome di
“opsin shift” (Nakanishi et al., 1980). Probabilmente l’opsin shift è dovuto ad un
8insieme di eventi, quali i cambi conformazionali nella struttura del retinilidene, le
interazioni della porzione del retinale con amminoacidi polari e il legame idrogeno del
protone della base di Schiff (Lanyi et al., 1988).
In BR, l’isomerizzazione da trans a cis del doppio legame C13-C14 del retinale avviene
in 200 fs e porta alla formazione del primo intermedio del fotociclo, J (Mathies et al.,
1988). Le interazioni tra cromoforo e proteina portano alla formazione di un secondo
intermedio, K. La formazione di K sembra coinvolgere un trasferimento di protoni. K,
in pochi microsecondi, decade in L che a sua volta decade in M. A questo stadio
avviene la deprotonazione della base di Schiff permessa dall’Asp-85 che lega il protone
rilasciato. Il retinale è sempre nella forma 13-cis. La riprotonazione della base di Schiff
avviene nella transizione da M a N e l’isomerizzazione da cis a trans del doppio legame
C13-C14 avviene durante la formazione dell’ultimo intermedio, O. Questo a sua volta
decade termicamente nello stato fondamentale di BR. Da qui il ciclo può ripartire
(Fig.1.4).
I massimi d’assorbimento nel fotociclo dell’alorodopsina sono dipendenti dallo stato di
legame di Cl–. Infatti, quando il Sito II è legato a questo ione, HR ha un assorbimento
massimo a 578 nm, mentre se i siti di legame per Cl– sono liberi ha un assorbimento
massimo a 565 nm. Nel fotociclo di HR non esiste l’intermedio M, ma sono presenti
due intermedi che dipendono dall’equilibrio di Cl– e che probabilmente sono coinvolti
nella regolazione del gradiente intracellulare di questo ione (Zimanyi et al., 1989) (Fig.
1.4).
9Figura 1.4. Fotocicli di HR (a sinistra) e di BR (a destra).
La proteina SR-II ha un massimo di assorbimento a 487 nm e uno spettro di
assorbimento con una coda che si estende sino ai 400 nm (Lutz I. et al., 2001) (Fig.1.5).
A temperatura ambiente il fotociclo di SR-II ha un tempo medio complessivo di circa
400 ms (Fig. 1.6). Anche in questo caso sono stati trovati degli intermedi analoghi a
quelli del fotociclo di BR, K, M e O.
Studi effettuati a temperature criogeniche hanno risolto nuove conformazioni di SR-II
ridefinendone il fotociclo (Imamoto et al., 1998). Studi spettroscopici FTIR effettuati su
molecole di SR-II purificata hanno mostrato la presenza di un gruppo carbossilico
protonato durante la formazione dell’intermedio S350 (Engelhard et al., 1996).
10
Fig.1.5. Spettri di assorbimento di SR-I ed SR-II, in cui vengono evidenziate le rispettive
code di assorbimento (modificato da Lutz et al, 2001.).
SR-I è una proteina fotocromica. Esistono infatti due forme differenti che possono
essere fotoattivate da fotoni di distinte lunghezze d’onda e generare due distinti segnali.
L’assorbimento di un fotone da parte dello stato fondamentale di SR-I, SR587, dà inizio
al fotociclo con la formazione in serie di tre intermedi, S610 → S560 → S373.
L’intermedio S373 è l’intermedio a vita più lunga del fotociclo di SR-I, questo
intermedio è fotoattivo ed è lo stato segnalante che media le fotorisposte “attraenti”.
S373 decade termicamente in SR587 in circa 1 s. La luce nella banda del vicino
ultravioletto UV-blu (360-400 nm) induce, attraverso l’intermedio Sb510, una
fotoconversione di S373 in SR587 . Questo ritorno allo stato fondamentale è dieci volte più
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veloce di quello termico (Bogomolni and Spudich, 1987). Le reazioni fotochimiche del
fotociclo di SR-I sono molto simili a quelle del ciclo di BR.
Il primo intermedio, S610, si forma in meno di 10 nsec e decade in 90 µsec. S610 decade
in S560, abbastanza lentamente rispetto al corrispondente intermedio presente negli altri
pigmenti, ad es. L in BR. Sia S610 che S560 contengono il retinale nella forma 13-cis
protonato, che è deprotonato in S373 (Fig. 1.6).
SR-II530
SR-II520
SR-II350
100 ms300 ms
<1 ms
SR-II487
80 ms
700 ms
90 s 270s
SR-I587 SR560SR610
SR510
SR-I373
Figura 1.6. Fotocicli di SR-I e SR-II. Le frecce ondulate rappresentano transizioni
fotochimiche, quelle lisce i decadimenti termici.
1.4. Trasduzione sensoria.
1.4.1. Il fotociclo di SR-I e SR-II nel complesso trasduttivo
Nelle rodopsine dei vertebrati superiori e in BR l’isomerizzazione del retinale e la
conseguente formazione del primo intermedio avviene molto velocemente. Ci si aspetta
che anche in SR-I questa transizione avvenga in un tempo paragonabile a quello di BR.
Studi sui cambi conformazionali della proteina che portano alla formazione
dell’intermedio S560 a partire da S610 indicano che questo passaggio è molto più lento
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rispetto al corrispondente step (K→L), che avviene in BR o nella rodopsina di
mammifero (batorodopsina → lumirodopsina).
In SR-I, però, il retinale sembra essere fortemente legato all’apoproteina dagli
amminoacidi che costituiscono il binding pocket. L’uso di analoghi del retinale ha
messo in luce che la presenza del gruppo metilico sul C-13 della catena polienica risulta
di importanza cruciale per la formazione di S373. Infatti, un retinale 13-demetilato forma
insieme all’apoproteina SR-I un pigmento che mostra uno spettro di assorbimento molto
simile a quello del normale retinale, ma non mostra la formazione di S373 (Spudich et
al., 1991). Nella proteina SR-I con il retinale 13-demetilato la formazione
dell’intermedio S610 è inibita, questo suggerisce che l’interazione tra un residuo proteico
e il gruppo 13-metilico è necessaria per superare la barriera di energia che serve per
l’isomerizzazione del retinale. Non è invece necessaria l’esistenza di un anelloβ-ionone
intatto affinchè avvenga una corretta isomerizzazione del retinale e i conseguenti cambi
conformazionali della proteina.
Studi spettroscopici hanno inoltre dimostrato la protonazione della base Schiff nella
forma S587 e la sua deprotonazione nell’intermedio S373 (Haupts et al., 1994). La
presenza di HtrI determina l’insorgenza di alcuni cambiamenti a livello della proteina e
del cromoforo durante il decadimento termico di S373, misurati mediante FTIR,
(Spudich and Spudich, 1993). Essi sono stati attribuiti alle interazioni fisiche di HtrI con
SR-I che regolano il trasferimento protonico nel complesso del recettore. Quando SR-I e
HtrI sono legati a formare il complesso SR-I il trasferimento protonico avviene
all’interno della membrana, poiché non sono presenti differenze di concentrazione
protonica con il mezzo esterno e le reazioni risultano essere indipendenti dal pH (Olson,
Deval and Spudich, 1992). In assenza di HtrI questi trasferimenti protonici avvengono
attraverso la membrana e quindi SR-I assume la funzione di pompa protonica guidata
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dalla luce. Misure con FTIR hanno permesso di identificare l’Asp76 come l’accettore
protonico di SR-I nella forma libera da HtrI (Spudich et al., 1996). Nella forma
complessata con HtrI, non è chiaro chi sia l’accettore del protone dopo il suo rilascio
dalla base di Schiff durante la formazione di S373.
Sia il fotociclo che la struttura atomica di SR-II sono ormai ben definite (Spudich,
2002). La SR-II lega HtrII nella parte N-terminale, inoltre sono state dimostrate anche
delle interazioni tra le due proteine sul lato periplasmico e nell’interfaccia di membrana.
Di recente, esperimenti di mutagenesi sito-specifica e misure della fotorisposta, hanno
permesso di individuare i due residui amminoacidici, responsabili della trasduzione del
segnale luminoso da SR-II a HtrII. I due residui in esame sono la tirosina 174 (Tyr174)
appartenente all’elica F e la treonina 204 (Thr204) appartenente all’elica G della
proteina. Il legame a idrogeno che si viene a formare tra Tyr174 e Thr204 è implicato
nella trasmissione del segnale luminoso ad HtrII. Infatti, la sostituzione di uno dei due
amminoacidi suddetti con altri che non permettano la formazione del legame a idrogeno
o ne modifichino le proprietà fisico-chimiche, impedisce la trasduzione del segnale ad
HtrII e annulla l’instaurarsi della fotorisposta (Sudo et al., 2006).
1.4.2. Trasduzione del segnale da SR-I e SR-II al motore flagellare.
Dopo un fotostimolo l’alobatterio modula la frequenza dei suoi reversal che, in funzione
della durata dello stimolo, ritorna alla frequenza normale in un tempo che va da 3 a 20 s,
tempo di adattamento. Cambiamenti dell’intensità e del colore della luce di stimolo
influiscono sulla formazione e sulla concentrazione dello stato segnalante di SR-I. Uno
stimolo di tipo attraente determina un’inibizione delle istidine chinasi coinvolte nel
meccanismo di trasduzione del segnale, mentre uno stimolo repellente ne provoca
un’attivazione. Molto probabilmente l’adattamento è dovuto alla variazione del grado di
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metilazione dei trasduttori che regola l’attivazione o l’inibizione delle chinasi. Il
processo di adattamento annulla l’effetto dello stimolo eccitatorio sulle chinasi.
Entrambi i complessi di SR-I e SR-II modulano una catena di reazioni di fosforilazione
che permettono la variazione del moto flagellare. La fotoisomerizzazione del retinale in
SR-I e SR-II innesca la propagazione di cambiamenti conformazionali a tutto il
complesso di trasduzione. Questi cambiamenti permettono l’interazione di SR-I e SR-II
con i rispettivi trasduttori HtrI e HtrII, che sono dotati di tre differenti tipi di domini,
fondamentali per la trasduzione del segnale. I trasduttori prendono contatto con l’elica
G della SR a livello della propria regione elicoidale transmembrana (TM), e trasmettono
il segnale al dominio di trasduzione citoplasmatico (TD). Questo determina un
cambiamento a livello di un terzo dominio di Htr, il dominio di segnalazione (SD) che
in questa forma si lega ad una cinasi (CheA). HtrI e HtrII hanno inoltre due regioni
metilabili ciascuno, altamente conservate, nei domini elicoidali della porzione
citoplasmatica. Anche questi ultimi domini ricoprono un’importanza fondamentale nel
processo di trasduzione del segnale. Infatti, una delezione a livello di queste due regioni
comporta un’alterazione del processo di trasduzione del segnale. La metilazione viene
regolata dalla presenza di una metiltrasferasi, CheR, e di una metilesterasi CheB,
attivata dalla fosforilazione da parte di CheA e CheW (Fig. 1.7). CheA, la prima delle
cinasi attivate nel processo di trasduzione sensoria, si autofosforila a spese di ATP e
insieme a CheW si lega a SD. CheA a sua volta determina la fosforilazione di un
regolatore della risposta, CheY, il quale nella forma fosforilata (CheY-P) prende
contatto con i motori flagellari regolandone il verso di rotazione. Il legame che si forma
tra CheY-P e il motore flagellare induce infatti l’insorgenza di reversal.
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Figura 1.7. Rappresentazione della cascata di segnalazione a due componenti.
L’attivazione del trasduttore HtrII da parte del suo recettore SRII porta ad un
cambiamento conformazionale di TM2. Le tappe successive nella cascata di
segnalazione implicano l’intervento dell’istidina cinasi CheA, la proteina di
accoppiamento CheW, i due regolatori della risposta CheY e CheB (una metilesterasi),
e CheR (una metiltrasferasi) (modificato da Spudich et al., 2002).
1.4.3. Un modello di attivazione e adattamento a due fotoni
Esistono diversi modelli che offrono una possibile spiegazione per il meccanismo
biochimico e fotosensorio di adattamento in H. salinarum, l’ultimo di questi modelli è
quello proposto da Hoff et al. (1997). Secondo questo modello (Fig. 1.8), la risposta
repellente alla luce UV-blu è mediata dall’intermedio Sb510 prodotto dalla
fotostimolazione di S373. Nello stato iniziale il complesso di traduzione si trova nella
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forma SR587-HtrIM, cioè HtrI è mediamente metilato. Fornendo uno stimolo di tipo
attraente, cioè luce arancione, si passa alla forma S373 di SR-I, mentre HtrI permane
nella forma HtrIM, cioè mediamente metilato. S373-HtrIM media le risposte attraenti. In
assenza di ulteriori stimoli questo complesso passa ad una forma maggiormente metilata
determinando la scomparsa della risposta attraente. In questo modo il complesso di
trasduzione passa alla forma S373-HtrIH, il quale decade termicamente a S587-HtrIH,
quest’ultima è la conformazione del complesso fotorecettoriale in grado di indurre
reversal. La forma HtrIH viene in seguito demetilata dalla metilesterasi CheB e torna
nella conformazione HtrIM. Nel modello qui descritto è inoltre inclusa anche la
formazione della risposta repellente causata dalla fotostimolazione di S373-HtrIM con
luce UV-blu. Il complesso S373-HtrIM stimolato con luce UV-blu porta alla formazione
di Sb510-HtrIM, che induce i reversal. In assenza di stimoli Sb510-HtrIM verrà demetilato
portando alla formazione di Sb510-HtrIL, quest’ultimo per decadimento termico porterà
alla formazione di SR587-HtrIL, che causa inibizione dei reversal. Il nuovo complesso
avendo un’alta affinità per la metiltrasferasi, verrà metilato riformando il complesso di
partenza SR587-HtrIM.
In questo modello si evidenzia l’importanza di una fotoeccitazione sul cambiamento
conformazionale e spettroscopico del complesso SR-I/HtrI.
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Figura 1.8. Modello Hoff, Jung e Spudich (HJS) per l’eccitazione-adattamento del
fotorecettore SR-I/HtrI di H. salinarum. S-AdoMet e S-AdoH indicano rispettivamente
la S-adenosilmetionina e la S-adenosilomocisteina.
Il modello HJS, sopra descritto, tende a render conto delle fotorisposte misurate sulla
base dei fotocicli e del successivo innesco della via trasduttiva. In questo quadro
un’accensione di una luce arancione che determina una depressione dei reversal
spontanei è riconducibile ad una isomerizzazione di S587 in S373 e ad una successiva
metilazione di HtrI mediata da CheR, attivato dalla presenza di CheA e CheW sul
dominio segnale. La metilazione di HtrI impedisce che avvenga la fosforilazione di
CheY che è l’evento che porta ad un’inversione del verso di rotazione dei flagelli. Al
contrario lo spegnimento della luce arancione causa il ritorno termico della specie SR373
allo stato fondamentale SR587 che è sempre metilato induce la fosforilazione di CheY e
quindi l’inversione della rotazione flagellare. La demetilazione di Htr ad opera di CheB
riporta il complesso SR/Htr allo stato fondamentale. La risposta fotofobica al blu è
dovuta alla sola variazione conformazionale della specie SR373, che assorbe la luce UV-
blu si trasforma nell’intermedio segnalante Sb510, che fosforila CheY tramite CheA.
18
Secondo il modello, una stessa molecola, SR-I, in differenti stati di metilazione e
sottoforma di due diversi intermedi, è in grado di mediare due fotorisposte di tipo
opposto. Uno studio più approfondito delle fotorisposte permette una valutazione più
dettagliata del modello medesimo. Esso potrebbe spiegare i risultati ottenuti con l’uso di
un prestimolo arancione e un successivo pulso arancione, purchè si ipotizzi che la
segnalazione innescata dal prestimolo abbia una durata di almeno una decina di secondi
(Lucia et al., 1996). In questi esperimenti, infatti, era stata riscontrata una notevole
risposta allo spegnimento del prestimolo arancione e una risposta al pulso dello stesso
colore via via decrescente, ma non nulla, sino a circa 14 s dal prestimolo. Tuttavia, la
trasduzione del segnale risulta essere molto più complessa di quanto possa sembrare, e
probabilmente non totalmente descritta dal modello HJS. La mutazione sito-specifica
dei siti metilabili, ad esempio, non abolisce la fotorisposta (Perazzona and Spudich,
1999, Lucia et al., 2003). Gli effetti di un prestimolo si estendono anche alla
soppressione (entro 5 s dalla sua applicazione) di risposte a pulsi verdi o blu di intensità
efficace o la facilitazione di risposte a pulsi della stessa natura, ma di intensità
subliminale. Sebbene la soppressione dello stimolo verde efficace possa essere spiegata
con un effetto di inibizione da parte del complesso SR-I/HtrI sull’altro complesso
fotorecettore e quindi non essere contemplata dal modello, l’abolizione dello stimolo
blu efficace a seguito di un prestimolo (Lucia et al., 1997) dovrebbe poter essere
descritta dal ciclo a due fotoni del modello stesso, ma non sembrerebbe trovare in
questo una spiegazione. Nel modello HJS, così come in altri, non trovano una
immediata descrizione neanche i processi di facilitazione delle risposte a pulsi
subliminali o le complesse competizioni e integrazioni delle fotorisposte dipendenti
dall’intensità luminosa dello stimolo e/o dall’età della coltura batterica archeale
(Cercignani et al., 2000).
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1.5. Scopo della Tesi.
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di confrontare le fotorisposte di tre differenti
ceppi batterici archeali, misurati con diverse tipologie di stimoli luminosi. Nel mutante
Flx15 sono presenti solo le due rodopsine sensorie, fino a qui scoperte, e quindi
responsabili delle fotorisposte. Inoltre, come detto nella sezione precedente, il
fotocomportamento di Flx15 non è così lineare come ci si potrebbe aspettare dalla sola
presenza di SR-I e SR-II. NRC1 e Halorubrum sp. sono ceppi selvatici e quindi
possiedono tutte le quattro rodopsine batteriche. Le eventuali differenze riscontrate nelle
risposte fotofobiche tra il ceppo mutante Flx15 e i due ceppi selvatici a nostra
disposizione potrebbero essere ascritte a un eventuale contributo di HR e BR nelle
risposte ai vari stimoli.
La strategia degli esperimenti condotti per questa tesi era rivolta a valutare se le
particolari fotorisposte ottenute nel ceppo Flx15 in precedenza si riscontrassero anche
nei ceppi archeali selvatici.
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2. MATERIALI E METODI
2.1. Ceppi archeali utilizzati.
I ceppi di H. salinarum utilizzati sono il ceppo mutante Flx15 (BR‾, HR‾,SR-I+, SR-II+),
e il ceppo selvatico NRC1. Inoltre è stato utilizzato un ceppo naturale del genere
Halorubrum prelevato dalle saline di Margherita di Savoia (BA) e gentilmente fornitoci
dalla Prof.ssa Angela Corcelli (Università di Bari, Dip. Biochimica Medica, Biologia
Medica e Fisica Medica). Tutte le colture vengono mantenute al buio in bagno
termostatico ad una temperatura di 37°C e sottoposte ad una continua e cospicua
agitazione. Gli inoculi di tutti i ceppi vengono effettuati utilizzando colture all’inizio
della fase stazionaria in un rapporto sospensione di cellule/terreno fresco di 1:100. Gli
inoculi di Flx15 sono effettuati ogni tre giorni e mezzo. Le colture di NRC1 e
Halorubrum presentano una crescita molto più lenta e per questo motivo gli inoculi
sono effettuati ogni sei giorni.
Il campione per le misure comportamentali viene preparato diluendo un’aliquota della
coltura in normale terreno e lasciandolo in incubazione per 2 h a 37°C al fine di
stabilizzarlo. La diluizione è operata al fine di ottenere durante gli esperimenti un
idoneo numero di cellule nel campo visivo di analisi.
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2.2. Preparazione del terreno di coltura.
Il terreno di coltura utilizzato per la crescita dei vari ceppi archeali è costituito dai
composti riportati nella tabella sottostante, espressi in g/L.
Composto g/L
KCl 2
MgSO4 20
Na3Citrato 3
NaCl 250
CaCl2 0,2
Peptone 10
Per eliminare eventuali impurità il peptone viene preparato sciogliendo i 10 g della
soluzione finale in 100 ml di acqua distillata e poi filtrando la soluzione così ottenuta
con filtro da 0,2m.
Al terreno vengono successivamente aggiunti alcuni metalli in tracce alle seguenti
concentrazioni finali:
Composto µmol/L
FeCl2 x 4H2O 6
MnSO4 x H2O 0,8
ZnSO4 x 7H2O 17,4
CuSO4 x 5H2O 0,02
Il pH della soluzione viene aggiustato ad un valore di 7,0-7,5. Il terreno viene poi
autoclavato e conservato in frigo a 4°C.
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2.3. Apparato sperimentale
L’apparato sperimentale utilizzato per le misure sui vari ceppi batterici è composto da
un microscopio corredato da un condensatore per campo oscuro e da una telecamera. La
luce di osservazione è una luce infrarossa ottenuta con un filtro passa-alto con taglio a
715 nm. Nella Figura 2.1 è riportata una foto dell’apparato sperimentale nel suo
insieme.
Figura 2.1. Vista d’insieme dell’apparato sperimentale per la misura delle fotorisposte.
Per la stimolazione luminosa sono state usate due sorgenti poste tra loro a 90° e
collimate, mediante lenti, su un beam splitter che riflette la luce erogata dalle due
lampade su uno specchio dicroico, che a sua volta la convoglia verso il condensatore del
microscopio. L’intensità e la qualità della luce proiettata sul campione è ottenuta usando
un insieme di filtri: un filtro anticalore, per evitare il surriscaldamento del campione in
analisi, un filtro interferenziale per selezionare la lunghezza d’onda e diversi filtri neutri
per graduarne l’intensità. Lo schema di Figura 2.2 mostra il percorso delle luci erogate
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dalle due lampade di stimolazione e quello della luce di osservazione ed evidenzia
l’azione dello specchio dicroico. Questo, infatti, riflette sul campione la componente
visibile della luce proveniente dalle sorgenti di stimolo, ma non quella infrarossa.
Azione inversa è operata sulla luce di osservazione.
Figura 2.2. Schema di funzionamento del dispositivo di stimolazione luminosa.
I filtri interferenziali (Balzer, Munich) hanno tutti ampiezza di banda ±25 nm a metà
altezza e sono centrati alle seguenti lunghezze d’onda: 400 nm (K40), 500 nm (K50),
600 nm (K60).
Uno spettroradiometro multi array (OMA) munito di fibra ottica ci ha consentito di
misurare direttamente sul microscopio le reali irradianze delle luci utilizzate, che sono
dovute all’azione combinata dei diversi tipi di filtri usati e precedentemente descritti e
all’ottica del condensatore. Gli spettri di irradianza misurati sono mostrati nella Figura
2.3. L’irradianza totale per ogni filtro interferenziale è stata ottenuta calcolando l’area
sottesa ad ogni curva misurata. Per la luce arancione ottenuta con filtro K60 è di 13,2
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W/m², per la luce blu ottenuta con il filtro K40 è di 8,86x10־² W/m² e per la luce verde
ottenuta con il filtro K50 è di 5,71 W/m².
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Figura 2.3. Spettri di irradianza della luce visibile usata per la stimolazione. In alto,
l’irradianza corrispondente alla banda selezionata con il filtro K40, in basso quelle dei
filtri K50 e K60.
2.4. Acquisizione dei dati
Per effettuare le misure una goccia del campione viene posta tra due vetrini
coprioggetto successivamente sigillati con silicone. Lo spessore tra i vetrini deve essere
minimo e il numero delle cellule del campione non deve essere troppo elevato.
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Il preparato viene posto sul piatto del microscopio e l’immagine dei batteri nel campo
visivo del microscopio viene inviata dalla telecamera ad una scheda per analisi di
immagine (PIP 1024B, Matrox, Canada) montata su un personal computer che
digitalizza il segnale proveniente dalla telecamera. Un opportuno programma gestisce la
Matrox e, mediante un circuito elettronico fornito di timer, controlla anche l’apertura e
la chiusura dei due otturatori posti davanti alle lampade di stimolo. Per identificare i
batteri e distinguerli dallo sfondo è necessario definire un valore soglia per i livelli di
grigio dei pixel, in modo tale che tutti quelli compresi nell’intervallo tra 0 e il valore
soglia siano associati a un possibile oggetto “cellula”. Infatti, ogni pixel dei 512x512
dell’immagine digitalizzata dalla scheda è caratterizzato da tre valori: le coordinate x, y
e un livello di grigio. L’istogramma dei valori di grigio dei pixel permette di valutare
l’opportuno valore soglia. Dopo l’acquisizione dell’immagine e la sua digitalizzazione il
programma analizza i pixel acquisiti. Una volta individuato un pixel in base al valore
soglia prestabilito, viene analizzato il valore di grigio degli otto pixel circostanti.
Stabiliti i vari valori di grigio dei pixel in esame il programma procede nella scansione
dei pixel vicini, e, in questo modo, riesce ad identificare gli oggetti considerati come
regioni con un perimetro chiuso. Affinchè questi siano considerati cellule le loro aree
devono essere comprese in un intervallo predefinito, in tal caso vengono calcolate e
memorizzate nel computer le coordinate del baricentro della cellula. Successivamente
queste ultime sono utilizzate per ricostruire la traiettoria complessiva di ogni singola
cellula. A questo punto il programma individua i reversal effettuati dai diversi batteri
calcolando il valore dell’angolo esistente tra due direzioni del moto del batterio, che
deve essere compreso tra 0 e 110 gradi.
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Figura 2.4. Esempio schematico della ricostruzione delle tracce effettuata dal
programma di analisi. Le frecce l’indicano gli angoli a cui viene ascritto un reversal
fatto dalle cellule spontaneamente o in risposta alla stimolazione.
Ogni singola stimolazione è ripetuta più volte, di solito 10, e i dati ottenuti in ogni
misura vengono memorizzati in singoli “file”. Alla fine di ogni misura viene disegnato
il grafico delle percentuali dei reversal in funzione del numero dei quadri acquisiti. Al
termine dell’esperimento, cioè dopo le 10 misure, viene disegnato un grafico
complessivo. In esso è riportata in funzione del numero di quadri la percentuale dei
reversal totali, che è normalizzata per ogni quadro al numero totale delle cellule. Nel
grafico finale la risposta fotofobica ad uno stimolo in grado di produrlo appare come un
picco. L’area sottostante al picco corrisponde alla percentuale di cellule che hanno
risposto allo stimolo e viene calcolata dal programma sperimentale stesso, oppure
successivamente da uno specifico programma di analisi.
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2.5. Tipologia degli esperimenti fatti e valutazione delle risposte ottenute.
Gli esperimenti sono stati effettuati utilizzando sia diversi tipi (forme) di stimoli
luminosi sia diverse lunghezze d’onda e/o intensità. In particolare gli stimoli utilizzati
sono stati:
1) gradino solitamente costituito da luce arancione e della durata di 30s;
2) pulsi della durata di 1 s, costituiti da luce blu, verde o arancione;
3) gradino e successivo pulso di vario colore e intensità. L’accensione del pulso è stata
effettuata a distanze diverse dallo spegnimento del gradino, per poter valutare la
variazione della risposta ai pulsi con il variare della distanza dallo spegnimento del
gradino;
4) livello costante di luce arancione con sovrapposizione di pulsi di vario colore.
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3. RISULTATI
Le misure sono state effettuate lungo la curva di crescita delle colture di tutti i ceppi
utilizzati a partire dall’inizio della fase logaritmica. Nelle nostre condizioni sperimentali
ciò significa colture con età compresa fra 2,5 e 5 giorni per il mutante Flx15 di H.
salinarum.
Il ceppo NRC1 di H. salinarum e il ceppo di Halorubrum sp. hanno curve di crescita
molto più lente di Flx15, quindi le misure sono state effettuate tra 3,5 e 7 giorni. In
entrambi i ceppi selvatici sono presenti le rodopsine metaboliche che potrebbero
influenzare le risposte ai vari fotostimoli. E’ stato visto infatti che la batteriorodopsina
(BR) induce reversal ad alte irradianze (Bibikov et al, 1991). Halorubrum sp. purtroppo
mostrava una bassa motilità, per cui le misure della fotorisposta a vari stimoli luminosi
non sono risultate quantitativamente significative.
Le risposte ottenute dal ceppo mutante Flx15 sono riconducibili alla presenza delle sole
SR-I e SR-II. Abbiamo effettuato diverse tipologie di esperimenti, come descritto nel
dettaglio in materiali e metodi, per i ceppi batterici a nostra disposizione. Qui di seguito
sono riportati i risultati ottenuti nelle diverse situazioni analizzate.
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3.1. Valutazione delle risposte ottenute per stimoli singoli.
Sulla linea degli esperimenti effettuati in passato nell’Istituto di Biofisica e riportati in
letteratura, abbiamo deciso di effettuare una serie di misurazioni delle fotorisposte dei
tre ceppi batterici ai vari stimoli luminosi. Come descritto dettagliatamente in Materiali
e Metodi uno degli esperimenti da noi effettuati è stato quello sottoporre il campione ad
uno stimolo luminoso arancione (filtro K60) della durata di 30 s. La risposta a questo
stimolo risulta essere estremamente bassa in colture di ogni età (Fig. 3.1.). Solo in casi
sporadici abbiamo riscontrato un lieve aumento della risposta allo spegnimento del
gradino arancione (Fig. 3 1.B). Ipotizzando che l’entità della risposta dipendesse dalla
quantità di luce dello stimolo e/o dalla durata di quest’ultimo, abbiamo effettuate anche
delle misure in cui sono stati variati questi due parametri. Né l’aumento dell’intensità di
luce né l’aumento della durata dello stimolo hanno determinato l’instaurarsi di una
fotorisposta, come mostrato in Fig. 3.1 (F, B).
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Figura 3.1. Risposta allo spegnimento di un gradino arancione di diversa durata e
intensità in campionidi Flx15 a differenti età della coltura. In A fotorisposta ad un
gradino della durata di 30 s, in un campione di 48 h, in B nello stesso campione,
risposta ad un gradino della durata di 60 s. In C, D e E fotorisposte ad un gradino di
30 s in campioni di 68, 84 e 120h rispettivamente. In F è riportata la fotorisposta ad un
gradino della durata di 30 s e di intensità doppia rispetto alle precedenti. Le frecce
indicano lo spegnimento del gradino.
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Le risposte ottenute per NRC1 alla luce arancione non differiscono in maniera
significativa da quelle ottenute per Flx15 (Fig. 3.2). Questo suggerirebbe che, nelle
nostre condizioni sperimentali, le rodopsine metaboliche non influenzano in maniera
significativa le fotorisposte allo stimolo arancione del ceppo selvatico NRC1.
quadri
0 20 40 60 80 100
re
ve
rs
al
s
(%
)
0
5
10
15
20
72h
quadri
0 20 40 60 80 100
re
ve
rs
al
s
(%
)
0
5
10
15
20
H.salinarum. NRC1
B
168h
A
Figura 3.2. Risposta allo spegnimento di un gradino arancione della durata di 30s in
campioni di A) 72 h e B) 168 h di NRC1.
Diversamente dalla risposta allo spegnimento del gradino arancione un pulso blu di 1 s
(centrale 400 nm), determina un netto innalzamento della frequenza dei reversal anche
in assenza di un livello di luce arancione. Questo avviene a tutte le età delle colture
(Fig. 3.3 A, B). Infatti, lo stimolo blu è efficace anche in colture di 120 h (5 giorni),
diversamente dai risultati ottenuti in precedenza (Cercignani et al., 2000). Anche la
stimolazione del campione con pulsi verdi di 1 s (centrale 500 nm) induce una
notevole fotorisposta a tutte le età della coltura (Fig.3.3 C, D).
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Figura 3.3. Stimoli singoli verdi e blu a varie età della coltura nel mutante Flx15.
Pulsi della durata di 1 s in colture di 60 e 120 h. In A e in B sono riportate le
fotorisposte a pulsi blu. In C e in D ci sono le fotorisposte a pulsi verdi. Le frecce
colorate indicano l’accensione del pulso.
Questo risultato è diverso da quelli riportati in letteratura, in cui risposte ai pulsi verdi
sono descritte solo in colture aventi un’età inferiore ai 2,5 giorni ( Otomo et al., 1989;
Lucia et al., 1996).
Anche per NRC1 a tutte le età della coltura sono state ottenute delle buone risposte sia
al pulso verde (Fig. 3.4 C-D) che al pulso blu (Fig. 3.4 A-B). Dal momento che le
colture di NRC1 hanno una crescita molto più lenta rispetto a quelle di Flx15 abbiamo
effettuato misure anche in colture di 6-7 giorni.
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Figura 3.4. Fotorisposte a pulsi blu e verdi in colture di 72 h (A e B) e 168 h (C e D) di
NRC1. Le frecce indicano l’accensione dei pulsi.
Le misure effettuate con pulsi rossi non mostrano una variazione della frequenza dei
reversal sia in Flx15 che in NRC1, questo risultato era in sintonia con i risultati riportati
in letteratura.
Anche gli esperimenti con pulsi blu su livello arancione li abbiamo effettuati su
campioni di differenti età. L’obbiettivo di questi esperimenti è quello di valutare
l’influenza della presenza del livello arancione sulla risposta al pulso blu, visto che la
sensibilità agli stimoli blu su livello rosso, entrambi di intensità massima, cambia in
funzione dell’età della coltura, e che la predominanza della luce arancione sulla luce blu
non dipende dall’intensità della luce arancione, ma solo da quella della luce blu
(Cercignani et al.; 2000). Nei nostri esperimenti il pulso blu è sempre di 1 s e il livello
arancione è ottenuto con il filtro K60, centrato a 600 nm. Tipicamente accendevamo un
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pulso blu dopo circa 12 s dall’accensione della luce arancione. I risultati ottenuti con
queste misure non hanno mostrato notevoli differenze rispetto a quelli ottenuti con il
solo pulso blu, infatti la percentuale dei reversal dopo lo stimolo blu sul livello
arancione risulta essere molto simile a quella misurata con il solo pulso blu (Fig 3.5).
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Figura 3.5. Fotorisposte di Flx15 ed NRC1 in campioni di 68h di età. In A e in B la
fotorisposta è riferita ad un pulso blu al 20% dell’intensità massima, rispettivamente da
solo o su un livello arancione. In C e in D sono riportate le fotorisposte ad un pulso blu
di massima intensità, da solo o su un livello arancione.
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3.2. Analisi delle curve dose-risposta.
In base ai dati ottenuti e sin qui descritti, abbiamo costruito delle curve dose-risposta per
gli stimoli verdi e blu in modo da poter avere indicazioni sui pigmenti responsabili delle
fotorisposte ottenute. Infatti, la presenza di una risposta al pulso verde in ogni fase della
crescita della coltura indurrebbe a ritenere SR-II il pigmento responsabile anche delle
risposte al pulso blu, dato che SR-II presenta una coda di assorbimento anche nel blu,
come già descritto nel capitolo introduttivo.
Per ogni curva dose-risposta misurata abbiamo costruito dei grafici riportando, in
funzione dell’irradianza (W/m2), l’area del picco stimolato. Le misure sono state
effettuate nelle varie fasi di crescita. (Fig.3.6.). L’andamento delle curve ottenute con il
pulso verde è abbastanza simile lungo le fasi di crescita. Inoltre, a parità di risposta
l’irradianza della luce blu che la produce è inferiore all’irradianza necessaria per la
banda spettrale verde. Questo indica che i batteri presentano una maggiore sensibilità
alla luce blu che non a quella verde. Quindi, l’analisi delle curve dose-risposta ottenute
indica che la risposta al pulso blu da solo non è giustificabile soltanto con
l’assorbimento di SR-II. Da notare che, alle differenti età della coltura, la fotosensibilità
dei batteri alla luce blu, come quella al verde, non varia significativamente, indicando
che la quantità dei pigmenti responsabili delle fotorisposte da noi misurate non varia nel
tempo. Se quest’ultima indicazione fosse applicata ad SR-II sarebbe in contraddizione
con i dati della letteratura (Otomo et al.,1989; Lucia et al.,1996).
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Figura 3.6. Curve dose-risposta per il ceppo Flx15, ottenute stimolando con pulsi verdi
(a destra) e blu (a sinistra) a varie età della coltura.
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I dati statistici relativi ai fit delle curve suddette sono riportati in Tabella 3.1. Il
confronto tra i dati relativi alle curve ottenute con stimolazione verde e quelli relativi
alla luce blu rafforza la nostra ipotesi.
Tabella 3.1. Parametri fototattici a varie età della coltura (t-t0). a = massima risposta a
saturazione; b= irradianza in W/m2 alla quale la risposta è pari ad a/2.
Filtro interferenziale 400 ± 25 nm
t-t0 in
ore a
errore std
su a b
errore std su
b R2
60 100 31.9866 0.273 0.2036 0.722
68 77.708 6.793 0.073 0.0276 0.864
77 100 10.7912 0.23 0.0691 0.958
120 100 19.8631 0.416 0.1726 0.912
Filtro interferenziale 500 ± 25 nm
t-t0 in
ore a
errore std
su a b
errore std su
b R2
60 72.891 4.5605 0.297 0.0886 0.932
68 89.942 8.6228 0.259 0.106 0.907
77 100 12.3552 0.8 0.29 0.928
120 87.062 11.1046 1.021 0.3418 0.932
Filtri interferenziali:400 e 600 nm ± 25 nm
t-t0 in
ore a
errore std
su a b
errore std su
b R2
60 100 53.1169 0.673 0.6284 0.797
68 100 47.9497 0.251 0.2869 0.743
77
120 101.44 62.2662 0.221 0.2451 0.77
Benchè le nostre condizioni di coltura siano uguali a quelle precedentemente utilizzate
nell’Istituto di Biofisica abbiamo effettuato dei controlli sul grado di ossigenazione
delle colture. Le fotorisposte misurate nelle diverse condizioni di ossigenazione non
differiscono da quelle fin qui analizzate.
L’analisi delle curve dose-risposta ottenute stimolando i batteri con un pulso blu dato su
un livello di luce arancione, indica che non ci sono sostanziali differenze con quelle
ottenute con il solo stimolo blu (Fig. 3.7). In particolare, l’andamento della curva
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corrispondente agli esperimenti dei campioni dell’età di 120 ore è molto simile alla
curva dose-risposta ottenuta con il solo pulso blu.
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Figura 3.7. Curve dose risposta di Flx15 ad un pulso blu su livello arancione a varie
età della coltura. Il fit magenta è stato ottenuto stimolando il campione con pulsi blu su
livello arancione, la curva blu invece è riferita alle stimolazioni con pulsi blu da soli.
Le considerazioni che si possono fare per gli andamenti delle curve ottenute con NRC1
sono simili a quelle sin qui fatte per Flx15. Anche in questo caso le pendenze delle
curve relative alle tre bande spettrali usate, non dipendono dall’età della coltura. Nelle
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curve dose-risposta di NRC1, costruite con colture di 120 e 148 ore (5 e 6 giorni) si
riscontra una maggior somiglianza nell’andamento delle tre tipologie di curve. Inoltre,
si mantengono le stesse considerazioni sulla fotosensibilità a stimoli verdi e blu che
sono state fatte per Flx15. Le curve dose-risposta di NRC1 riguardanti lo stimolo blu su
fondo arancione hanno una pendenza molto simile in colture di 120 e 148 ore (5 e 6
giorni) (Fig. 3.8).
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Figura 3.8. Curve dose-risposta di NRC1 per i pulsi blu verdi e blu su livello arancione
a 120 e 144 h di età. In alto sono riportate le risposte ai soli pulsi verdi. In basso la
curva blu si riferisce alle fotorisposte ai pulsi blu, mentre i simboli magenta si
riferiscono alle fotorisposte a pulsi blu su livello arancione.
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3.3. Valutazione delle risposte ottenute dallo spegnimento di un gradino arancione
e dalla successiva accensione di un pulso blu, verde e arancione a differenti
distanze.
L’influenza dello spegnimento di un gradino arancione sulla risposta indotta da un pulso
dato dopo lo spegnimento del gradino stesso è dipendente solo dall’entità di
quest’ultima stimolazione e non dall’entità della risposta indotta da questo prestimolo
(Lucia et al., 1996). Noi abbiamo cercato di verificare se ci fosse un’influenza del
prestimolo sulla successiva risposta ad un pulso blu o di altro colore anche nel caso in
cui la stimolazione arancione ha un’efficacia minima. Come abbiamo descritto prima, lo
spegnimento del gradino arancione fornisce risposte minime e il livello arancione è
ininfluente sulla risposta al pulso blu. Seguendo lo schema descritto in letteratura per gli
esperimenti con prestimolo, abbiamo stimolato i batteri con un gradino arancione della
durata di 30 s al cui spegnimento si accendeva, a differenti tempi, un pulso
massimamente efficace della durata di 1 s e di diversa lunghezza d’onda. Come visto in
precedenza lo spegnimento del solo gradino arancione dava una minima risposta solo in
casi sporadici. Dopo il prestimolo, però, la fotorisposta al pulso blu è solo parzialmente
inibita entro i 5 s dallo spegnimento del gradino. Questo è un risultato diverso da quello
descritto in letteratura per i pulsi blu massimali.(Lucia et al., 1997, Lucia et al., 1996).
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Figura 3.9. Fotorisposte di Flx15 allo spegnimento di un prestimolo arancione di
massima intensità e alla successiva accensione di un pulso dopo 5 s (a sinistra) e 10 s
(a destra) dallo spegnimento del gradino, come mostrato sotto. In A e in B il pulso è
arancione; in C e D pulso Blu e in E e F il pulso è verde.
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L’effetto del pulso verde dato entro 5 s dal prestimolo arancione non differisce molto da
quello ottenuto con il pulso blu. Infatti, anche in questo caso si ha inibizione della
frequenza dei reversal, anche se l’entità dell’inibizione dipende dall’età della coltura.
Talvolta si verifica un aumento della frequenza. A distanze maggiori o uguali di 5 s dal
prestimolo l’effetto del pulso verde dipende fortemente dall’età della coltura. La
fotorisposta è quasi totalmente inibita quando la coltura è nella prima fase logaritmica,
entro 72 ore. In colture in fase più avanzata l’entità dell’inibizione è relativamente
minore (Fig. 3.10.). Un limitato effetto è prodotto dal prestimolo anche sulla risposta al
pulso arancione. In questo caso, in linea con “l’effetto paradosso” descritto in letteratura
(McCain et al., 1987), si osserva un lieve aumento della frequenza dei reversal indotta
dal pulso, che dato da solo era inefficace.
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Figura 3.10. Andamenti in funzione dell’età della coltura delle fotorisposte ai pulsi blu
(in alto) verde (al centro) e arancione (in basso) dopo un prestimolo arancione della
durata di 30 s. I pulsi sono stati dati a diverse distanze dallo spegnimento del
prestimolo. Ogni punto rappresenta l’area del picco ottenuto dopo il prestimolo
normalizzata a quella del solo pulso.
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Le risposte ottenute con NRC1 non differiscono sostanzialmente da quelle di Flx15.
Anche nelle colture di NRC1 di 168 ore (7 giorni) di età si verifica lo stesso fenomeno
che si è presentato per i Flx15 di 108 ore (4,5 giorni), cioè si presenta una forte
inibizione quando il pulso verde viene dato 8 s dopo lo spegnimento del gradino
arancione.
45
4. DISCUSSIONE e CONCLUSIONI
La comparazione dei risultati fin qui descritti permette di stabilire che, tranne che per il
ceppo selvatico Halorubrum, non ci sono delle differenze eclatanti nei
fotocomportamenti fra i ceppi batterici utilizzati. I nostri risultati differiscono invece da
quelli riportati in letteratura e discussi nell’introduzione, per le seguenti caratteristiche:
1) la presenza di una consistente risposta al pulso blu in assenza di un livello arancione;
2) la presenza di una risposta al pulso verde lungo tutta la curva di crescita delle colture;
3) l’assenza di una consistente risposta allo spegnimento di un gradino arancione.
La risposta al pulso blu da solo potrebbe essere attribuita alla coda di assorbimento nel
blu di SR-II, ma l’analisi delle nostre curve dose-risposta per i pulsi blu e verde ci porta
a far cadere questa ipotesi. Infatti, la sensibilità dei batteri nella banda spettrale del blu è
molto elevata e sempre maggiore di quella nel verde, per cui la risposta al pulso blu non
può essere associata a SR-II. La relativa invarianza delle curve dose-risposta dovute al
pulso blu con e senza livello arancione e la mancanza di risposta allo spegnimento del
gradino arancione potrebbero tuttavia far pensare che la risposta ai pulsi blu non sia
dovuta a SR-I. Nei dati presenti in letteratura, infatti, la stimolazione con luce arancione
compresa la risposta allo spegnimento del gradino arancione, è indice della presenza e
della corretta funzionalità di SR-I/HtrI. La mancanza di questa fotorisposta suggerirebbe
che comunque sia avvenuto qualche cambiamento a livello di SR-I/HtrI.
Escludendo il coinvolgimento di SR-II, ma attribuendo la risposta al blu a una forma
alterata di SR-I/HtrI, si possono fare le seguenti ipotesi:
A) alterazione del rapporto di equilibrio tra gli intermedi del fotociclo di SR-I,
prevedendo una più alta concentrazione dell’intermedio S373, rispetto a S587, in
condizioni stazionarie di non stimolazione. Questo diverso equilibrio, che prevede
l’isomerizzazione al buio tra i due stati del pigmento, non è mai stata sostenuta da dati
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sperimentali, ma spiegherebbe la quasi totale assenza di risposta allo spegnimento del
gradino arancione e la presenza di un’elevata e costante risposta al solo pulso blu.
D’altro canto questa ipotesi non spiega l’effetto che lo spegnimento del gradino ha sui
pulsi dati successivamente ad esso. Infatti, nel caso in cui il rapporto tra i due intermedi
principali di SR-I sia a favore di S373 non dovrebbe esserci nessun effetto di uno stimolo
arancione sulla risposta ad uno stimolo di altro colore, perché la banda spettrale
dell’arancio non è assorbita da S373. Nel nostro caso lo spegnimento del gradino
induceva una lieve riduzione della risposta ai pulsi blu. Questo non può essere spiegato
semplicemente con l’ipotesi fatta prima. D’altra parte molte delle risposte ottenute dopo
il prestimolo o su un livello arancione, in condizioni in cui l’arancione era efficace, non
possono essere spiegate con un modello che tenga conto del solo fotociclo di SR-I
(Cercignani et al., 2000). L’interazione tra SR-I e SR-II, espressa dall’inibizione della
risposta ai pulsi verdi dovuta a SR-II, era spiegabile nel momento in cui era presente la
risposta allo spegnimento del gradino dovuta a SR-I (Lucia et al., 1996). Nel nostro caso
l’inibizione della risposta al pulso verde dopo il prestimolo arancione che era molto
consistente nella fase logaritmica, non sembrerebbe essere imputabile all’interazione
con SR-I.
B) le misure da noi effettuate sono dovute alla presenza di un diverso meccanismo di
trasduzione per SR-I che si mette in evidenza nei ceppi da noi utilizzati e nelle
condizioni descritte nella parte sperimentale; tale diverso meccanismo consentirebbe a
SR-I di isomerizzarsi in S373 in risposta a stimoli di luce blu (che verrebbero trasdotti) e
di assorbire luce arancione, che però non verrebbe trasdotta efficacemente; inoltre, tale
meccanismo consentirebbe l’interazione con la catena di trasduzione del complesso
fotorecettoriale di SR-II.
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C) per spiegare le risposte ai pulsi blu in assenza di livello arancione occorre ipotizzare
che ci sia un altro pigmento che assorbe nella banda tra 370 e 430 nm; tale (nuovo)
pigmento dovrebbe essere dotato di un trasduttore che avesse le proprietà invocate
nell’ipotesi B.
Al momento attuale non si può disporre di dati sperimentali a favore di una delle ultime
due ipotesi sopra esposte, anche se quella B sembra più plausibile perché chiama in
causa un minor numero di cambiamenti nel quadro delle diverse proteine coinvolte nei
processi di fotoricezione e trasduzione in H. salinarum; inoltre, il fatto che tale
situazione fotocomportamentale si presenti sia nel mutante Flx15 che nel ceppo
selvatico NCR1 cresciuti nelle identiche condizioni colturali farebbe ritenere che queste
fossero in qualche maniera implicate nell’indurre il diverso quadro trasduttivo sopra
rilevato.
Se questa ipotesi è verosimile, essa potrà essere messa alla prova modificando uno per
volta i parametri della coltivazione di questi microrganismi per valutare l’effetto di tali
modificazioni sulle fotorisposte.
Un ulteriore stadio di questa indagine potrebbe prevedere anche la manipolazione
genetica dei due ceppi, ma in particolare di NCR1 che presenta un background genetico
intatto, al fine di individuare quale dei componenti molecolari della catena di
fototrasduzione sia implicato nei fenomeni qui riportati. È opportuno ricordare a questo
proposito che in H. salinarum sono stati individuati ben tredici trasduttori, sia solubili
che di membrana, che appartengono alla famiglia di HtrI e HtrII (Zhang et al, 1996),
alcuni dei quali potrebbero in qualche modo essere coinvolti nella trasduzione o nella
modulazione delle risposte fotofobiche in questi archeonti.
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